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Dispositif pour preparation selection et capacitation des spermatozoTdes humains et animaux par filtration. 



(57) Cette invention concerne un dispositif de filtration pour 
sSlectionner et capaciter les spermatozoTdes en vue d'une 
f^condation in vitro ou d'une insemination. Ce dispositif com- 
prend un receptacle 1 pour pr^lever le sperme qui pr^sente un 
fond perc6 de trous 2 et auquel vient s'adapter une ampoule 3 
de milieu de culture conditionn^e stSrilement par Tinterme- 
diaire d'un syst^me de fixation 4. Le systdme de filtration 
comporte plusieurs fittres ou membranes filtrantes B qui peu- 
vent se rdF>artir en unites de filtration 5 8. Le r^sultat de cette 
filtration est recueilli dans des conteneurs 7 9. Une ou plu- 
sieurs ampoules de milieu de culture 10 serviront d taver les 
spermatozoTdes par passage d travers le dernier filtre qui a 
pour rdle de retenir les spermatozoTdes et qui pr6sente une 
chambre 12 dans laquelle du 82 pourra dtre depose, un 
bouchon 1 1 venant obturer I'oriftce infdrieur du filtre. C'est une 
fraction de ces spermatozoTdes ainsi prepares qui seront utili- 
ses pour la f^condation ou Unsemination. 
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« 

Le terme de C.I.M.E.T.E. correspond aux abr^yiations de Culture 
Intra Vaginale Et Transfert Embryonna i re . 

Depuis la mise au point de cette technique en novembre 1985 
<Brevet FR B5/\6 558*; PCT-FR 86/00378) et de ses d^riy^es, qui 

5 correspondent ^ une tr^s importante s impi i -f i cat i on de la technique 
de -f^condation in vitro classique, nous n'avons cess4 de 
rechercher une preparation plus facile des spermatozoT des . 
La preparation classique est le plus souvent realis^e par 
. 'swimminQ up". Cette techni'que, comme la majority de celles 

10 utilis^es actuellement, correspond k d^barrasser les 
spermatozoTdes du liquide seminal dans lequel ils se situent et 
qui interdit toute capac i tat i on . Ainsi le sperme recueilli apr^s 
ejaculation est dilue dans une solution de Earle, ou autre 
solution saline ^ une concentration variant de 20 k SOX . Apres 

15 dilution et hocnogene i sat i on , les tubes contenant le sperme dilue 
sont centrifuges ^ 2400-2500 tours / minute pendant 10 > 15 
minutes, soit 600 k 700 Q. Apr^s ce deiai, le surnaQeant est 
extrai t et les culots de sperma toioi des sont regroupes et 
resol ubi 1 i ses dans 5 cc de Earle environ, une 2eme cen t i f ugat i on 

20 est alors pratiquee, dans les m^mes conditions; le surnaoeant est 
^ nouveau enleve et I'on verse au dessus du culot ainsi obtenu 1 
cm3 environ de B2 de Menezo, milieu utilise pour la f econdat i on • 
Le tube est laisse k temperature ambiante ou place dans l^etuve 
37* afin que la migration des spermatozoTdes les plus mobiles 

2^ s'effectue dans le surnageant de B2. Une temperature k 37' 
acceiere le phenomene de capac i tat ion et la migration de i 
spermatozoTdes. Dans la major ite des spermes prepares, une 
concentration sat isf ai san te , de 5 i 50 M. de spermatosof des 
presentant une mobilite progressive superieure k SO'A est observe©. 
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Cependant cette techntque dem^ure longue et necessite une 
cen tr i f uoeuse . Lors des presentations de la C.I.U., un reporoche 
nous a souvent 4t4 -fait de , certes sirrip 1 i i er la technique de 
f^condation, mais de toujours avoir ^ faire cette preparation du 
5 sperme, 

Dans )e d^sir de simplifier au maximum toute I'^tape btolog.ique de 
la F.l.V. (Fecondation in vitro) et de supprimer tout le materiel 
lourd, nous avons mis au point une nouveile technique de 
. preparation des spermatozoT des k l^aide de -filtres. Ce mode de 
.10 preparation peut aussi etre utilise dans toue les oes^.es 
theraoeu t i Que 5 necessitant des soerma tozoT des laves et capacites, 
de t'agon sterile, telle I'insemination intra-uterlne, 
intra-tubaire , i n tr a-vag i nal e , i n tra-per i t oneal e ou autre. 

La selection natureMe des meilleurs spermatoroi des s'et-fectue, 
15 Cher la -femme , -par I ' i n termedi a i r e de la glaire dont les etuaes en 
microscopie eiectronique ont reveie qu*'elle etait constituee de 
grosses mailles comme celles d'un filet de peche. Les mailles 
s' e 1 arg r ssan t en periode ovulatoire at* i n de laisser passer les 
spermatczoT des. En nous basant sur ces observations, nous nous 
20 sofTrfTies dit qu'il serait peut-etre possible de reproduire ce 
systeme de filet en rempla^ant les mailles par les pores de 
"f litres permettant ainsi de seiectionner les spermatozol des . Un 
svst^me de billes de verre, ou d'une colonne de fibres de verre a 
dejA ete utilrse^ mais il s'avere etre peu efficace, complexe et 
coOteux. n peut meme nuire, dans le cas des fibres de verre, ^ 
I'integrite de la structure des soermatozoT des . 

Notre methode, elle, repose sur un systeme de filtration 
comprenant plusieurs filtres dont la dimension des pores est 
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variable, permett&nt ainsi de retenir les dif-f^rents Elements 
strangers au spermatozoT des . 

Nous aliens vous d^crire le dispositi-f que nous envisaoeons 
<FtQ.I>. Le receptacle (1), pour le recueil du sperme, qui a la 
5 torme de celui c 1 ass i quemen t utilise, pr4sente la particularity 
d'avoir un t"ond perc^ de trous <2) dont le di'am^tre se situe entre 
500 urn et 1 mm ou plus, il s'agi t d'une sorte de pr^-filtre. Ainsi 
apr^s 1 jacul at i on , et durant la liquefaction, une premiere 
■filtration s'e + tectuera au tond du receptacle. Les elemerits 
10 tarioca, de taiUe variaole (1 m/ri et plus), que 1 'on rencontre 
assez +'r#quemment dans le sperme et qui correspondent ^ des 
concretions prot^iques seront retenus au niveau de ce tamis. Ces 
concretions qui odnent la preparation classique du sperme se 
retrouvent dans le culot apr^s cen tr i fugat i ons et inter-f^rent sur 
15 la migration des spermatozoTdes dans le surnageant. 

Cette filtration s'ef-fectue de fa?on passive d^s la liquefaction 
du sperme, L'^jaculat va se deverser <k travers le t'ond perce de 
trous, 2) directement dans une ampoule, cartouche ou flacon <3> ^ 
moitie remplie de solution de Earle, ou tout autre milieu de 
20 culture dans lequel il se diluera, plusieurs milieux de culture 
ont ete testes sans variations notables du pourcentage de 
sDermatozoides capacites (Earle, Thyrode, Ham's F.IO, 62 ect.,.). 
Cette ampoule ou flacon <3) peut etre presentee fermee et 
conditionnee de fa^on sterile, afin de conserver intact les 
-5 qualites du milieu, d'un volume de plus de 20 ml, avec 10 ml de 
milieu de culture, les 10 ml restant- seront en partie combies des 
1 'ejacul at i on par le volume du sperme. Apr^s ouverture de 
1 'ampoule, et avant le preievement, un systeme de pas de vis ou 
d'embout conique (4) permet de 1 'adaptation du fond du receptacle 
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^ 1 'Ampoule. Cette ampoule devra presenter une base assez large 
a-fin de pouvoir servir de support au receptacle. 

Pans le cas d'un sperme tr^s visqueux, filant, un ringacre par un 
supplement de Earle pourra dtre n^cessa i re . . Le diluat de sperme va 

5 6tre secondai remen t ^iltr^ par un syst^me qui cc-mporte une ou 
plusieurs unites de -filtration -fix^es i mp^rat i vemen t ou en 
-fonction des besoins. La premiere unite (5> peut ^tre constitute 
de plusieurs i^iltres, plaques -filtrantes ou membranes (6) dont le 
. diam^tre des pores, variables d^'un ^iltre ^ 1' autre pourra a Her 

10 de fagon d^croissante de 200 ^ 30 urn, a-f i n d'arrtter la plus 
grande -fraction des cellules et debris proteiques. Une laroe 
surface de tiltration est ntcessaire ainsi, si plusieurs pores 
sont obstruts par des debris ceMulaires, ceci n^in-terdit pas la 
filtration du reste du liquide. L a structure de ces -f litres <6) 

15 doit 4tre su-f t i sammen t rtsistante pour qu'un lavage puisse 
s'ett'ectuer en sens inverse par I'injection d'un liouide sous 
pression ^ I 'autre extremity du -filtre, a-f i n de le dtboucher. Des 
cellules de plus en plus petites sont retenues au cours de leurs 
passages 4 travers les plaques de -filtration. Le nombre des 

20 tiltres et le diam^tre des pores restent i determiner. Ce tvpe :de 
-filtre n'a pu etre teste puisqu'il n'en existe aucun qui oresente 
des pores de diametre superreur ^ 7 urn. en emballage individuel 
sterile, Ces -filtres k larges pores, lorsau'ils existent, 
presentent des chelateurs pour retenir certaines poussi^res ou 
substances, ou correspondent ^ des cartouches dont les volumes de 
filtration sont tr^s nettement suptrieurs ^ ceux que nous 
envisageons. Cette filtration s'effectue de fagon passive. 
L'ampoule <3) est detach^e du receptacle puis fixee par 
I ' t n termed i a i re du pas de vis ou de l^embout contque (.4> A Kunite 
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de -filtration, L'autre extr^mit^ de I'unit^ pr^sentant un 
conteneur (?) wide \k aussi yiss# ou ^ l''unit^ dans Sequel 

viendra se d^verser le produit de la -filtration. II su-f-fit de 
retourner I'unit^ de -filtration, I'ampoule <3> est en haut, 1& 

5 conteneur <7> en bas pour que la filtration s'e-f -f ec tue , la base du 
conteneur <7> devant *tre assez large ou pouuant se glisser dans 
un support a-f i n d'assurer une stability k 1 'ensemble, Le conteneur 
^7) ainsi rempli est d^tach^ de la premiere unit^ <5) et wiss^ ou 
. -fix^ sur la deuxi^me unit4 de -filtration <8) dont les pores sont 

10 plus oetits. Le diam^tre pouvant aller de 20 urn k moins de 1 um. 
Un autre conteneur (?) -fix^ ^ I'autre extr^mi t^ viendra recueill ir 
\k encore le produit de filtration qui, cette fois-ci, ne 
contiendra pas les spermatozordes . Ceux-c i auront ^t^ retenus au 
niveau du dernier -filtre dont les pores in-f^rieurs k la dimension 

15 d'un spermatozoTde en irtterdisent le passage. Cette unit4 de 
-filtration C8) devra poss^der des ^14ments de filtration assez 
resistants, le passage du liquide se faisai^t dans les deux sens, 
Un rin^age des sperma tozoi des s'effectue en rempla^ant le 
conteneur <9) poss^dant le r^sidu de filtration par une deuxieme 

20 ampC'Ule ou flacon <10) remplie de Earle. En retournant I'unit^.de 
filtration, le contenu de l^ampoule (10) se d^versera, entrainant 
les s?ermato2oTdes dans le conteneur (7). Apr^s agitation, at i n 
d'homogen^ i ser et laver les sperma tozoTdes l'unit4 filtrante est 
^ nouveau retourn^e, Le conteneur (7) se vide alors et le milieu 

25 culture corr espondan t k ce rin^age se retrouve dans la 

cartouche (10). Les spermatozoT des ^tant ^ nouveau retenus en 
regard du derviier filtre. I! suffit alors de placer un bouchon 
(II) ^ la place de la cartouche (9) et d'ouvrir I'unit^ filtrante 
au-dessus du dernier filtre sur lequel repose les spermatozoTdes 
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et de verser un peu de B2 de Meneio dans la charribre sup^rieure 
C12> pour obtenir un diluat de spermatozoides lay4s, pr^ts ^ la 
fecondation. Les spermatozot des les plus mobiles pourront 4tre 
pr^lev4s soit imm^di atemen t , soit apr^s mi grat i on . d' 1/2 heure k 
5 37", dans la partie sup^rieure de la chambre <12), k l^aide d'une 
pipette ou d'une aiguille. La chambre pourra elle-m^me presenter 
un capuchon de -fermeture pour en prot^oer I'int^rieur durant la 
migration des spermatozo I des . 
, Ceci impose que cette 2^me unit$ de -filtration soit constitute de 
10 2 parties qui peuvent se s^parer au dessus de la derni^re membrane 
de f'iltration a+'in d'acc^der k la chambre (12). Cette 2^me unite, 
comme la l^re, prtsentera un nombre variable de membranes 
•filtrantes (6) et des diam^tres decroissants des pores d'une 
membrane ^ I'autre, qui restent k fixer en fonction de nos 
15 observations. Toutes tes combinaisons peuvent ^tre possible; on 
peut d'ailleurs enuisager que la l^re unitt <5) comporte d$s 
•filtres dont le dernier presente des pores de 15 u, laissant 
passer les sperma tozoT des , tout en filtrant la majorite des 
particules et que la deuxi^me unite soit uniquement constitute 
20 d'un tiltre retenant les sperma tozo? des et permettant 1 eur lavage 
et leur migration dans une chambre <12). Les pores des ditferents 
-filtres devraient presenter des bords les plus lisses et les plus 
rtguliers possible a-f t n de ne pas nuire ^ la. structure du 
spermatozoi de ( per -f orat i on des trous ^ I'aide d'un rayon laser par 
exemple). La ou les matieres qui composent le receptacle, les 
amooules, les conteneurs et les unites de -filtration doivent ^tre 
non toxiques et de preference transparen ts , a-f i n de pouvoir suivre 
les di -fftren tes ttapes. 
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L'*inti^r<$t de ce syst^me de -fMtre est de laver les 
SDermatoroT des , d'obtenir leur capac i tat i on avec un minimuiTi de 
manipulations et dans des conditions d'aseptie stricte. La 
filtration s'e-f -fee tuan t de -fagon passive, sans transfert du 
5 sperme, i 1'aide de pipette, d'un tube k I'autre,. ce qui diminue 
de -fagon considerable les risques ^ventuels de contamination 
septique. Une -filtration active peut «tre r^alis^e en remplagant 
les di-f-ferentes cartouches de Earle et les conteneurs par des 
. corps de seringues dont le piston permettra de pousser le diluat 
10 de sperme ^ travers le -f litre. 

Nous avons experiments cette technique de preparation sur 30 
soermes de patients avec uniquement des f litres dont les pores 
etaient respec t i vemen t de 7 u et 0,22 u. Nous n'avons pas observe, 
par rapport k la technique classique (lavages, cen tr i -f ugat i ons et 
15 migration), de dif-f^rences de mobility des spermatozoi des ainsi 
capacites. Cependant les spermes aui sont rentres dans cette etude 
ne presentaient que peu ou pas de cellules ni d'eiements tapioca, 
en raison meme de Tabsence de filtre sterile k gros pores. 
Un autre mode de -filtration que nous avons cite dans le brevet sur 
20 la -fecondation en paillette, concerne des petites unites* de 
filtration soit isoUes, soit integrees k I'extremite de la 
paillette, et qui perme t trai en t , k partir de sperme -frais, de 
seiectionner , comme la glaire le realise, les spermatozoi des les 
plus mobiles 4 partir d'une petite fraction d'ejaculat frais place 
dans un petit conteneur. Cette petite unite de filtration pourrait , 
*tre constituee de mi cro-f i 1 tres, ou d'une substance filtrante 
tres viSQueuse, ou meme de ('association des deux. Les 
micro-f i 1 tres peuvent etre const itues par 1 'enrou 1 emen t d'une 
feuille constituee de fibres s>'n thet i ques ou non, tissees. Ce 
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tissaoe laisse des espaces. entre les> fibres correspondan t aux 
mailles du filet de la olaire, Ces m i cro-f i 1 tres peuvent ^tre 
baign^s d'une substance visqueuse <conaQ^ne par exempie) 
ren-forgant le pouvoir filtrant. A I'une des extr^mit^s on peut 

5 adjoindre un petit conteneur pour une petite -fraction de sperme 
frais, I'autre extr^mit^ est en contact avec du milieu de culture 
ou avec la chambre de culture des ovocytes dans le cas de la 
t'^condation en paillettes par exemple. Ce mode de preparation du 
. sperme par filtration peut aussr ^tre envisage chez I'animal. Les 

10 receptacles, la taille des ampoules et des conteneurs variant en 
tonction de I'esp^ce. 

Ces di-fferents elements devront etre presentes en emballage 
sterile. Un kit pour fee on da ti on in vitro peut ainsi etre 
envisage pour I'etape biologique regroupant les conteneurs de 
15 fecondation et le systeme de preparation du sperme que nous venons 
de deer ire. 
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REVENDICATIONS 

1> Dispositi-f permettant U preparation et la selection des 
spermatozoi des humains et animaux ainsi que leur capacitation par 
-filtration en vue d'une -f^condation in vitro, ou plus g^n^ralement 
d'une insemination, se composant d'un receptacle (1> pour prelever 

5 le sperme, d'ampoules ou -flacons (3) <10), de milieux de cultures 
pour la dilution et le lavage des spermatozoT des et d'un systeme 
de f litres <5? C8) pour isoler les spermatozoT des du reste de 
. I'ejaculat, caracterise en ce que le materiau qui constitue les 
elements est non toxique pour les spermatozoi des et transparent 

10 afin de pouvoir suivre. le deroulement de la technique, ou 
constitue de m i cro-'f i 1 tres associes ou non ^ une substance 
visqueuse renforgant le pouvoir -filtrant lorsqu'il s'agit de 
petites unites de -filtration que l^on peut raccorder au dispositi-f 
de -fecondation des ovocytes, notamment dans le cas d'une 

15 t'econdation en paiHette ou qui s'y trouve dej^ integre* 

2) Dispositi-f selon la re vendt cat i on 1 caracterise en ce que le 
receptacle CI) pour le preiev.ement du sperme, de -forme classioue, 
presente un ^ond perce de trous <2), Jouant le r61e de pre-filtre, 
a-fin d'arreter les eventuelles concretions proteiques et un 

20 

syst^me de pas de wis ou d'embout conique (4) par exemple, qui 
Dermet 1 'adaptation d'une ampoule ou cartouche (3) conditionnee 
sterilement, contenant le milieu de culture af i n de diluer le 
sperme d^s sa 1 i que-f ac t i on . 

3) Dispositi-f selon la revendi cat i on 1 caracterise en ce que le 
25 systeme de - t^ation comporte plusieurs -f litres associes en une 

ou plusieurs unites de filtration <5) (8), la premiere (5) 
constituee de membranes -filtrantes ou de -filtres <6> k larges 
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surfaces, avec des pores dont le diam^tre est d^croissant d'un 
if i 1 tre ou d'une membrane 4 1 'autre et qui permet de retenir les 
^l^ments les plus volumineux; la deuxi^me unit^ (8) constitute 
d'un nombre variable de filtres aura pour rdle de -filtrer des 
5 tl^ments plus petits et d^isoier les sperma tozoi des du diluat. 

4) Dispositi-f selon les revendi ca t i ons 1 et -3 caracttrisq4 en ce 
Que le dernier ^iltre du svst^me prtsente des pores de trts ^aible 
dlam^tre, inftrieur A celui des spermatozoTdes a-fin de les arr^ter 
et est surmontt d'une chambre <12) qui permet leur migration dans 

10 du B2, retenu dans le "f litre par un bouchon <ll), la chambre 
devant dtre accessible pour le prtl^vement des spermatozol des 
ainsi stiectionnts soit en stparant le ^iltre de I'unitt de 
filtration, soit en passant par 1'extrtmitt suptrieure ou se fixe 
le conteneur <7> si I'unite n'est constitute que de ce filtre. 

5) Dispositif selon les revendications 1 et 3 caracttrist par des 

15 

conteneurs (7) (9) qui peuvent se fixer aux extrtmitts des unites 
filtrantes et rece^^oir les- diluats, et par une ou . plusieors 
ampoules ou flacons de milieu de culture (10) supp 1 tmen ta i res 4 
celle du depart <3> qui permet de parfaire le lavage des 
spermatozoTdes. 

6> Dispositif selon les revendi cat i ons 1 et 3 caracttrist en ce 
que les filtres utilises prtsentent des pores dont les bords 
doivent ttre les plus lisses et rtguliers possibles, afin d'tviter 
toute atteinte de la structure du spermatozoT de lors de .son 
passage et *tre constitut, surtout pour le dernier filtre, d'unr 
membrane filtrante suffisamment rtsistante pour permettre une 
filtration dans les deux sens. 
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7) Dispositi-f seton I'ensemble des revendi cat i ons 1 k 6 
caract^ris^ en ce qu^il est pr^sent^ en emballage sterile. 

8> Utilisation du dispositi'f selon les revendi ca t i ons prises dans 
)eur ensemble pour la preparation, la selection et la capacitatton 
st^riles des spermat 020 ides humains ou animaux par -filtration, en 
vue d'une ^^condatton in vitro ou de 1 t ns^mi nat i on de ceux-ci 
dans une cav i t4^ na turell e • 
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